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ベクチン酪酵に就て第 16報
ポリガラタチユロナーゼの特異性
小沢潤二郎・武 四 晃・岡本賢一
Kert白 Z，(I)Jansen(2)等はpolygalacturonase(PG)はメチルエステルとなってゐないポリガ
ラクチユロ γ酸の任意の結合点を分解し， d-ガラグチユロ γ酸を最終生産物とする酵素である
と考えてゐる.しかしPGは単一な酵素ではな〈数種のボリガラタチユロナーゼの混合物であ
るかもしれや，その作用機構に就て群細な事は判ってゐない.Kertesz はトマトの中にPGと
作用形式の異る pectolyticfactor (Depolymera田)が存在する事を報告してゐる.之は卒均重
合度約5の分解され難いgalacturonideを反応液に残し，高分子のペクチγ酸のみに作用すミ5
特殊なポりガラクチユロナーゼであるか，或は会合したペクチン酸を溶解する作用を'持ってゐ
るものであると Kerteszは考えてゐる.最近 Roboz(3)及び Jansen (4)等はdemethoxylation
を経ゃに直ちにペクチγを分解する polymethylgalacturona慣と言う新しい酵素を報告して
ゐる.との酵素ぽPGに比較してペクチン溶液の粘度を急:激に下降せしめ，ガラクチユロ三酸
或はそのメチJレエステJレ等を生成せや，分子量1300叉は4000のガラクチユロン酸重合体を
残すと言われてゐる.Palmer等仰はX線廻折によりペクチシば必やしも単一多糖質ではな〈
アラピノーベガラクトーズ等を主鎖に交えてゐる可能性がある事を報告してゐるが， Roboz 
等はポリメチJレガラクチユロナーゼは.ペクチシ分子内のとのような異常結合点或は1-4グり
ヨサイド結合以外のガラクチユロン酸相互間の結合点を牙解するのではたいかと考えてゐる.
筆者は前にポリガラクチユロン酸の鎖献分子の中間部を分解する Rh.tritici¥の酵素 (polygal-
act町 onase1)及びd-ガラグチユロシ酸を遊離し乍ら分子の末端より作用すると考えられる人
参の酵素 (polygalacturor羽田 1)に就て報告した.∞
要するにペクチンの化学構造及ひ・分解酵素に就ては不明瞭な点が甚だ多い..本報ではトマ
ト，Bacillus mesentericus， Erwinia aroideae及びヂガラグチユロン酸分解作用の著しい Fh.
triticiの酵素に就て行った実験結果を述べ，之等と前報のオさりガラクチユロデーゼI及び1，
或は PG，ポリメチルガラクチユロナーゼと作用形式の上から比較し，ポリガラクチユロナー
ゼの種類に就て二三の考察を行った.
1. トマト ，Bacil1us mesentericus及皆winia
aroideaeの Polygalacturonase
酵素液の調製:トマトの酵素液は人参の場谷と同じ方法で調製した B.mesentericus， Erwinia 
aroiゐaeは馬鈴薯エキ:;I.tc2日及7日間350Cに於て埼養し， 培養液に酒精を添加七て酵素を
沈澱せしめ，乾操後100倍の水に椿解せしめたものを酵素液とした.
反応液の組成:トマトの場合は酵素液を反応液の 1/10容添加し，基質の濃度其他は人参の
場合と同じにした B.mesenteri叫ん Erwiniaaro油田の場合は反応液を失の通りにした.2%
ペクチン酸(7)(NaOHにて pH7.3に調節)博液6.6mI，叉は2% digalacturon酸溶液 (PR.
7.3) 5.0ml， Soren記nの phosphatebuffer (pH 7.3) 2.0 ml，酵素液1.5ml，水を加えて
さを容を 20mlとなす.作用条件及定量法は前報と同じにした.実験結果を第1表第2表及び第
3表に示した.
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第 1表 Tomatoの酵素液lミよるベクチン産量及びヂガラクチュロン酸の分解くmlN/oO I~) 
???
。 。
?
?
?
????
Pectic肱 id Dig司lacturonic
Relativ，e Total red DigElaat1td urmic Galacturonic 3Cid 
villC捌!l 飢渇amt 回d
1.808 
1.112 0.44 。 。
1.076 0.82 0・06 0.05 。
1.065 1.47 0.14 0.57 。
Reaιtion 
time 
hr. 
第 2表 Baci1lU8 m四enteri四 S の酵素液によるベタチン陵
及びヂガラクチユロン酸の分解 (mlN(50 12) 
R回 ction Pectic acid Digalacturonic time 
hr. Relative To也1red Digahadcud xonic Galacturonic acid vi筑;oI!i~F 飢唱us u三d. 。 2.224 
“ 。 1.068 0.81 。 。
9 1.058 1.08 0.13 0.12 。
24 1.058 1.10 0.13 0.12 。
第 3表 Erwinia aroideaeの醇素液によるベクチシ酸及び
ヂガラクチユロン酸の分解 (mlN/50 I!) 
Reaction Pectic 3Cid Digalacturonic 
time Relative Total r叫. Digalacturonic Galacturonic acid 
lu". Vi.樹立 局指w・ ‘刺 包主主。 2.328 
M 。 1.249 0.25 。 。
9 1.065 0.82 0.08 0.07 。
24 1.061 1.29 0.13 0.50 。
トマト.B. mesentericus， Erwinia aroideaeの酵素液は総べて反応液の還元カの増加に較べて粘
度の下降が念激である.前報と同様初めのポりガラクチユロシ酸の重合度を65純度を卯%とし
て計算すればd-galacturon酸及 digalacturon酸を差51いた残bの反応液中の galacturonide
の平均重合邸玄トマトの場合 9hr. 12 .4， 18 hr. 8.0， 36 hr. 6.8 B. mesentericωの場合2hr.
7.3， 9 hr. 6.7， 24 hr. 6.6 ErT.Iiinia aro地aeの場合2hr.19.2， 9hr' 8.4， 24hr.7.8で
ある.叉 Rh.triticiと同じく明瞭な trigalacturon酸の spotが認められた.従ってトマト，
B. mere1ltericus及 Erwiniaaroideaeの酵素液は主としてポ日ガラクチユロナーゼIと類似した
酵素即ち基質分子の中間部を分解する酵素を含むものと考えられる. トマト，B. mes，側 e何回s
及び Erwiniaaroiゐaeの醇素液にはヂガラクチユロナーゼの作用がなかった.叉後述のよう
に(第4表)アセト γで分別すれば Rh.triticiのボ日ガラクチユロナ{ゼIはヂガラクチユ
ロγ酸を分解しない.即ち之等のポリガラクチユロナーゼはヂガラクチユロナ{ゼの作用を粂
ね備えてゐない. トマトの酵素液肱トリガラクチェロ合酸を分解し，B. mese1ltericusの酵素は
之を分解し得なかった
前報のポりガラクチユロナーゼ 1， トマト， B. mese1lterieus.の酵素は粘度を急殺に下降せし
く22) --2~ ー
め.t;点で Robozのポリメチルガラクチユロナーゼと類似してゐる.しかしトマトのデポリメ
ヲーゼはヱステルイヒしたベグチシには作用Lたいと言われてゐる.精製した Rh.triticiのポリ
ガラグ努ユロナーゼI及び B.mesente市 usの酵素がエステル化したペグチシに作用するや否
やを試験した筆者等の結果を第4表に示した.
第 4表 メチルポリガヲクチユロデイドメチルエステル，ベクチン及びベクチン酸に
対するB.mesentericus及びRh.triticiの酵素液の作用 (mlN/50b) 
Substrate 
Methylgly，∞side of polygalacturonic methyl ester 
Pectinic acid 
Pectic acid 
B. mesentericus 
0 
0.09 
0.67 
Rh. tritici 
0 
0.03 
1.03 
註(1) Rh. tri ticiの酵素液の調製法.菌糸抽出液に 1/3:1置のアセト Vを加えて沈澱を除き更に
1 ， 2 倍量のアセト Uを加えて酵素を沈澱せしめる.沈澱を~K溶解し，上の操作を 3 問繰返
して精製する.室温にて乾燥後7}(.に溶解して酵素液とする.
(2) 反感の僚件は第2表及び前報 Table1と拘じにした.作用時間 20hr.
(3) ベクチシ段完全にエ;<.テルイヒした場合の77.5%メチルエステルを含有する.
第 4表に於て Rh.tritici及び B.mesentericusの酵素はメチルポりガラクチユロナイドメチ
ルエステJレには完全に作用しない.との基質は調製中に低分子となってゐる掃に酵素の作用を
受けないと言う聾もあるが， 之より高分子と考えられるベグチγ(但しー骨 demethoxylate
してゐる.)に対しても僅かに作用すみに過ぎない.従ってトマト許りでなく Rh. tritici， B. 
mesentericl4sの酵素もポリメチルガラクチユロナーゼと異ってゐる. 叉ペクチシ酸に作用Lて
mono-，di-及び tri-galac¥urcn1設を多量に生成する事も之等の酵素がポリメチルガヲクチユロ
ナーゼと具る事を示してゐるのではないかと息吹
以上の結果より Rh. tritici， トマト，B. mesentencusのポリガラクチユロナーゼは同種類の
酵素であり，デポりメラーゼ或はポリガラクチユロナ{ゼ Iに属してゐると思う. トマトのデ
ポりメラナーゼは高分子のペクチン酸にのみ作用する事或は会合してゐる基質を溶解する事よ
り，基質分子の中間部を分解する事がもっと本質的な性質ではないかと考えられる.
ョえに之等の酵素とPGとの関係であるが， PGの作用機構はあまりはっきりしたい.PGとデ
ポリメラナーゼとの相違は前者がペクチシ酸を 100%分解するに対し，後者が完全には之を分
解し得ない事にあるように見える.反応の献態(めより PGはペクチン酸の分子の中間部をも分
解し得るようである.筆者は前報で青かひ事の酵素液がペグチン酸溶液の愈激な粘度の下降を起
すポりガマクチユロナーゼと還元横の生成の箸しいものに分別される事を述ペた(9)，Rh. tritici 
の酵素液に於ても同様な結果が得られた. PGと名付けられてゐるものはポリガラクチユロナ
{ゼIとその他のペクチシ分解酵素の混合物であるかもしれないィ兎も角ポPガラクチユロナ
ーゼIとPGは同一酵素ではない.
2. Rh.triticiの穂化型 Polygalacturonaseと
Polygalacturonase I の作用機構
かびのポリガラクチユロナーゼの中にはペグチン酸博液の粘度の下降に比較して還元糖を顕
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著に生成するものとそうでないものがある.還元横生成の箸しいかぴのポリガラタチユロナ
ーゼ，或は酒精等によってポリガラクチユロナーゼIを分別して除いた部分の酵素と人参の
ロリガヲクチユロナーゼ1は同じものだろうか.Rh. triticiのポリガラクチユロナーゼは培
養条件によって作用形式を異にするようであり，前報の酵素液と具り還元糖生成の顕著なもの
を得たので之と人参の酵素の具同に就て実験した. ボリガラグチユロナーゼ1は基質分子
末端より作用すると思われるが，何れの端より分解するかを知る需に，かアミラーゼに於る
MyrbackC10)の方法に準じた実験を併せて符った
基質として (a)ペクチン酸， (b) Na-hypoioditeにて末端を酸化したペクチン酸， (c) 
ヂガラクチユロシ酸， (d)メチJレポリガラクチユロナイドメチルエステJレ(11) (e)ペクチγ
を用いた. (b)は 2%ペクチシ酸66mlを NaOHtz:て中和し， N/10 It溶液20ml， N/10 
NaOH溶液卸 mlを添加し，室温に30分開放置後塩酸にて pH5.0となし，酒精を添加し，沈
澱を室温にて乾燥後水に溶解して用いた.酵素液の調製法，反応液の組成及び作用条件は前報
と同巴にした.但しペクチジ酸の濃度は0.66%と0.17%，ヂガラクチユロン酸は0.2%と0.05
%とし其他の基質は0.66%とした ヂガラグチユロン酸の分解作用は WillstatterSchudel 
法によって測定した.粘度は 1% Ammonium oxalate砕液を作用後反応液の 1/10容添加し
て測定した.第5表及び第6表に実験結果を示した.
第 5表 ベクチン酸，ヂガヲクチユロン酸，酸化したベクチシに
対する人参の酵素液の作用(m1N/50 12) 
Reaction tirne (hr.) 0 5 
Pectic acid 
Digalacturonic acid 
0.(1(1% 
0.17% 
0.20% 
0.05% 
Pectic acid oxidized by hypoiodite 
Pectinic acid 
牢rel 2.089 1. 975 
0.28 
O.Hl 
0.27 
Methylgly'α洛ideof polygalacturonic rnethylester 
12 
1.895 
0・52
0.22 
0.13 
0.05 
0.50 
第 6表 ベクチン酸7:kびヂガヲクチユロ ν般に対に対する Rh.tritici 
の糖化現ポリガヲクチユロナーゼの作用 (rnlN/60 12) 
Reaction tirne (hr.) 。 5 12 
哩τ":J 2.305 1.738 1.394 
Pectic acid 
0.66% 
0.25 0.61 
0.17% 0.18 0.44 
0.20μ 0.70 
Digalacturonic acid 
0.05% 0.22 
22 
1.860 
0.65 
0.23 
0.20 
0.07 
0.64 
0.05 。
22 
1.158 
1.12 
0.85 
0.28 
本実験に於て使用した Rh.triticiの酵素液によるペクチシ酸の分解液は前報 Tablel1の場
合と異bヂ及びトリガラクチユロン酸を生成せ守 dー ガラクチユロン酸のみの spott::与え，
叉反応初期(第6喪 5hr)に於ても既に之を検出する事が出来る.との点は人参の酵素液と同
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じであるが，還元糖の増加に比較して粘度の下降が可成り急激で、ある事，糖化に伸びのある事
及びポリガラクチユロナーゼの活力に較べてデガヲクチユロン酸分解作用が箸じい事は人参の
場合と異ってゐる.従って反応液中I'Cdー ガラクチユロン酸のみが検出されるのはポりガラグチ
ユロナーゼ.JIのように分子の末端より分解して之を遊離する場合の他に，活力の弱いpolyase
作用によって生成した oligosaccharideが強力な.oligase作用によって dー ガ歩クチユロン酸
までに分解される場合を考える事が出来る.即ち糖化型の Rh.triticiのポリガラグチユロナー
ゼはヂガラクチユロン酸分解作用の強いポリガラクチユロナーゼであるか，或は叉ポりガラク
チユロナーゼとヂガラクチユロナーゼの混合物であるかもしれない.兎も角同じくdー ガラクチ
ユロン酸のみを生成すると雪つでもポリガラクチユロナーゼIと Rh.triticiの糖化型のポリ
ガラクチユロナ-Aとは異った酵素であると考えられる.両者共作用献態が PG(8)及びボリメ
チルガラグチユロナーぞと臭ってゐるが， もしPGを数種の酵素の混合物とすれば.Rh. tritici 
の糖化型のポリガラクチユロナーゼを PGの一部分であると考えてもよい.
第5表に於て末端を酸化したペクチシ酸に対するポリガラクチユロナー-li'の反応速度はその
ままのペクチン酸に対する場合と著しい差異が認められない.従ってポリガラクチユロナーゼ
1は末端より作用すると考えた場合基質の非還元性の方から分解するものと思われる.叉人参
の酵素による場合基質の濃度を低くしても糖化の伸びが悪い(第5表22hr.に於て分解率は僚
かに 13.6%に過ぎぬ).之は Roboz等の想像してゐる異常結合で反応が止まる錆であると解
釈されない事もないが，分子量と酵素作用の関係によってもとのような結果になってゐるかも
しれや，具常結合の存在を之を以て速断すおわけには行かない.何れにしてもとの実験結果は
ポリガラクチユロナーゼ1が基質の末端より;作用すると考えた時にのみ理解出来る現象では
ないかと，思う.
要 約
。Polygalacturonaseの作用形式による一定の分類法は未だ確立されてゐない.(1)(~)(1宮)
Kertesz はapectic acidを100%加水分解すみ Polygalacturonase(PG)と完全には之を分
解し得たい民polymeraseと陀分けてゐるが，両者共基質分子の任意の結合点を分解する事
が出来ると考えτゐるようである.筆者は前報に於て基質分乎の中間部をも分解し得る Rh.
triticiの酵素を Polygalacturonase1，分子の末端より作用して d-galacturon酸を遊離する
人参の酵素を PolygalacturonaseIと仮に名付けたトマト (Kert白 Zの民polymera耐
とB.mesentericusの酵素は pecticacid及びdigalacturonicacidに対する作用より見て Rh.
triticiの Polyg号lacturonase1と類似してゐる事が本報の実験によって判った.Rh. triticiの
Polygalacturonase 1及びB.mesentericωの酵素は完全にメチルヱステJレイヒしたPolygalacturon
酸に作用しない.従って Roboz等の POlymethylgalacturonaseとは臭った酵素であると考
えられる.
2) PGは酵素材料によって作用形式が兵り数種の酵素の混合物ではないかと恩われる.本
報の Rh.t，'iticiの糖化型の Polyglacturonaseは PG酵素詳の一部分と考えられoligaseの作
用が顕箸である.人参の PolygalacturonaseIと Rh.triticiの糖化型の Polygalacturonase
とは反応生成物中同じく d-galacturon酸のみ検出され di-及び tri-galacturon骸は見出さ
れないが，前者が後者より還元糖の士曾加に比較して粘度の下降が緩徐である事，糖化の伸びの
悪い事及び Polygalacturonaseの作用に肢ベて Digalacturonaseの作用が弱い事等の点で異
-~- ~~ 
ってゐる.筆者は本報に於て便宜上 Rh.triticiの糖化型の Polygalacturona明と呼んだが，
実際には之は Polygalacturonaseと Digalacturonaseの混合物であるかもLれない.
3)人参の酵素はベタチン酸を 136%以上分解する事が出来なかった
終りに御指事並に御校聞を賜った片桐英郎先生に深謝する.ヨド研賓の費用の一都は昭和27年
度文部省科学研究助成補助金によった設に感謝の意を表する.
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